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Abstrakt 
Bakalářská práce „Distanční metody konstrukce fylogenetických stromů“ shrnuje poznatky o 
metodách zpracování zarovnaných nukleotidových nebo aminokyselinových sekvencí pro použití 
v některém použitých modelů výpočtu evoluční distance těchto sekvencí. Následně pomocí popsaných 
metod algoritmů shrnuje poznatky o konstrukci fylogenetických stromů z matic evolučních distancích 
a jejich porovnání. Cílem práce je jednak literární rešerše popisující tyto metody, jejich princip, práce 
se sekvencemi a také fungující skript v prostředí programu MatLab, který by tyto modely aplikoval na 
reálné sekvence stažené z genetických bank ve formátu FASTA. Následné skripty pro konstrukci a 
porovnávání metod pro konstrukci fylogenetických stromů. 
Abstract 
Thesis „Distance methods for reconstruction phylogenetic trees“ summarizes notes about 
methods for calculating evolutionary distances from aligned nucleotide, eminoacid or codon 
sequences. Then using these distances in methods for reconstructing phylogenetic trees from matrixes 
made of these distances. 
Aim is to create these method as a functional scripts in MATLAB software and appliance 
these method on real sequences downloaded from public databanks on internet in FASTA format, and 
to create a thesis about hese methods and describe them and my results. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ŠUDÁK, V. Distanční metody konstrukce fylogenetických stromů . Brno: Vysoké učení 
technické v Brně, Fakulta elektrotechniky a komunikačních technologií, 2012. 65 s. Vedoucí 
bakalářské práce Ing. Helena Škutková. 
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2 Úvod 
Cílem bakalářské práce je nastudovat poznatky o metodách výpočtu evolučních distancí mezi 
sekvencemi nukleotidů, aminokyselin a kodónů a dále poznatky o konstrukci fylogentických metod 
pro konstrukci fylogenetických stromů z matic vytvořených z vypočtených evolučních distancí. 
Pro výpočet evoluční distance má práce obsahuje popsané metody výpočtu p-distance, 
evoluční distance pomocí metod Jukese-Cantora, Kimury, Tamury a Tamury-Neie (tyto metody jsou 
vytvořeny pro srovnání zarovnaných nukleotidových sekvencí), dále metody pro srovnání 
aminokyselinových řetězců, což jsou metody využívající Poissonovo a Gamma rozložení a jako 
poslední metodu pro výpočet evoluční distance metodu synonymních a nesynonymních mutací 
v kodónovém řetězci.  
Dále je mým cílem ověřit zda výsledky mnou vytvořených skriptů pro tyto metody budou 
odpovídat modelům pro tyto metody, které si také vytvořím a zjistit jaké parametry a jak ovlivňují 
výpočet evoluční distance a jaká metoda se nejvíce hodí pro dané sekvence. 
Jako využití takto vypočtených distancí ve formě matice (o velikosti dle počtu zadaných 
sekvencí k porovnání) popsání metod pro konstrukci fylogenetických stromů metodami UPGMA, 
neighbor joining a bio neighbor joining. Dále vyhodnocení vytvořených fylogenetických stromů 
těmito metodami pomocí korelování původní matice evolučních distancí a nové matice obsahující 
distance odvozené z vytvořeného fylogentického stromu. A porovnání, která metoda je jak účinná a 
kdy je vhodné rozlišit jakou kdy použít. 
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3 Fylogenetika 
Fylogenetika je věda zabývající se vědním oborem fylogenezí. Fylogeneze (fylogenetický 
vývoj) je pojem znamenající vývoj druhů organismů. Je to proces, který nelze přímo pozorovat a 
musíme se na něj dívat retrospektivně. Možnost si proces prohlédnout přichází s jeho rekonstrukcí na 
základě evoluční teorie. 
První systematické uspořádání všech tehdy známých druhů organismů vytvořil švédský biolog 
Carl Linné ve svém díle z roku 1735 Systema naturae. Tento systém byl založen na podobnostech, 
které Linné pokládal za důležité. Díky tomu se mu podařilo setřídit organismy podle hierarchie do 
jednotlivých taxonů (říše, kmen, třída, čeleď, rod, druh). 
Od konce 19. Století se různí biologové snažili co nejvíce přizpůsobit tento hierarchický 
systém podle tehdy už Darwinem vymyšlené evoluční teorie tak, aby se dal vznik těchto taxonů 
evolučně vysvětlit. Z toho odvozování dodnes máme mezinárodně uznávanou biologickou taxonomii a 
pojmenování. 
Rozlišujeme tři druhy taxonů: 
 Monofyletický – mají jednoho společného předka a zahrnují všechny jeho potomky 
 Polyfyletický – nemají blízkého společného předka 
 Parafyletický – nezahrnují všechny potomky společného předka 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 1 – druhy taxonů [9] 
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Grafickým výstupem fylogeneze, které nám ukazuje znázornění vzájemných vztahů mezi 
skupinami organizmů jsou fylogentické stromy. 
 
 
Obr. 2 – fylogentický strom [10] 
 
K získání těchto stromů musíme využít nějaký z algoritmů (modelů) pro jejich vykreslení. 
Například pro vypočítané evoluční distance – samostatně se jedná o málo vypovídající čísla a na první 
pohled z nich nelze odvodit moc informací o vývoji jednotlivých druhů v průběhu času. 
Těchto metod je několik a každé pracují na jiném postupu. V mé práci jsem se zabýval třemi 
z nich a to metodami UPGMA, neighbor joining a její modifikací bio neighbor joining pro vykreslení 
fylogenetických stromů z matice evolučních distancí pro zadané sekvence. 
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4 DNA – báze, nukleotidy, mutace 
Každý živý organismus má své genetické informace obsažené ve svých nukleových 
kyselinách (ať už DNA nebo RNA), které nesou informace o jeho budoucím vývoji a pochodech 
v jeho organismu. Tyto nukleové kyseliny jsou tvořeny řetězci nukleotidů, někdy i o délce několika 
milionů bází. DNA je tvořeno dvěma takovými řetězci k sobě navzájem komplementárními, 
prostorově uspořádanými tak, že tvoří tzv. dvojšroubovici. 
 
Obr. 3 - Struktura DNA, báze [6] 
Těmito nukleotidy jsou adenin, thymin, cytosin a guanin (jen v RNA je změna kdy se 
vyskytuje uracil místo thyminu). Jsou odvozeny od nukleosidů svázáním s kyselinou fosforečnou. Dva 
jsou tvořeny purinovým aromatickým jádrem (adenin a guanin) a dva pyrimidinovým (cytosin a 
thymin). 
Při čtení genetické informace fungují postupy transkripce a translace, kdy se z nukleotidového 
řetězce po tripletech nukleotidy přeloží na řetězec aminokyselin, které pak nesou informaci o syntéze 
proteinu (jeho typu, struktuře, funkci,...) 
Jelikož v průběhu času docházelo mezi organismy k evoluci a vyvýjení, je nasnadě říci, že 
toho docházelo díky evoluci v DNA řetězcích těchto organismů. Tyto změny se stávali několika 
způsoby tzv. mutacemi. Ty mohli být spontánní nebo proběhnout následkem nějakého dalšího vlivu. 
Docházelo k tzv. substitucím nukleotidů v řetězci za jiný nukleotid. Což ve větším množství vedlo 
k syntéze rozdílné sekvence aminokyselin a následně proteinů, což vedlo k evolučnímu vzdalování 
sekvencí a organismů od sebe navzájem. 
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5 Evoluční modelování 
Právě tohle řečené vzdalování se snažíme určit jako určitou číselnou vzdálenost, které od sebe 
v průběhu evoluce dvě sekvence urazily.  
Můžeme pak dostat ke srovnání dvě podobné sekvence, které ve své délce liší v různém počtu 
nukleotidů a my musíme zjistit jak moc jsou si podobné. Pro tuto otázku nebo zodpovězení jak moc 
nukleotidů se změnilo potřebuje použít nějaký z evolučních modelů pro výpočet evoluční vzdálenosti 
mezi danými dvěma sekvencemi. 
Nejprve samozřejmě je nutné sekvence zarovnat podle sebe, čehož dosahujeme pomocí 
různých zarovnávacích algoritmů s využitím skórovacích matic. Ve výsledku dostaneme dvě (nebo i 
více) pod sebe zarovnaných sekvencí.  
Nejjednodušším způsobem jak určit jak moc se od sebe sekvence liší je určit tzv. p-distanci(D) 
- je to zlomek který nám udává poměr mezi bázemi, které se liší oproti těm, které se jsou oproti sobě 
nezměněné [1]. 
 
 
 
Ovšem při  výpočtu evoluční vzdálenosti nejde brát v potaz pouze změny, které se udály a 
jsou viditelné jako změny mezi sekvencemi. V průběhu času, kdy se od sebe sekvence vzdalovaly a 
samostatně mutovaly mohlo dojít i k dalším změnám, které nyní nelze postřehnout jako změnu na 
určité pozici, jelikož na dané pozici takových změn proběhlo více a nyní je daný nukleotid opět stejný 
a změna tudíž nepozorovatelná [1]. 
K zohlednění takových změn právě slouží evoluční modely, které se snaží zohlednit i takové 
mutace. 
Pro výpočet evoluční vzdálenosti d pak používáme následně evoluční modely, z nichž některé 
tuto p-distanci využívají a některé pracují na jiném principu. 
  
Obr. 4 - p-distance, ukázka výpočtu [1] 
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6 Model Jukes-Cantor 
Model vymyšlený pány Jukesem a Cantorem v roce 1969. Jedná se o nejjednodušší model 
evoluce sekvencí. Model předpokládá, že všechny báze (A, C, G, T) mají stejnou míru výskytu a tudíž 
i nějakou míru změny α, pro změnu báze na jinou, pro všechny báze opět stejnou. Jelikož pro každou 
bázi existují tři možné další báze, na které se může změnit, tudíž je celková míra změny sítě bází je 3α 
[1]. 
Tab. 1 - Míra změn bází v modelu Jukes-Cantor [1] 
Míra změny bází  
  A C G T 
A  -3α α α α 
C α  -3α α α 
G α α  -3α α 
T α α α  -3α 
 
Dále jelikož evoluční doba pro každou ze dvou sekvencí od společného předka je t, potom pro 
srovnání obou sekvencí uvažujeme čas 2t [1]. 
Poté celkovou evoluční vzdálenost d můžeme vyjádřit jako: 
                    (5.1) 
Ve skutečnosti ale ve většině případů právě čas evoluce neznáme, tak nemůžeme vzdálenost d 
počítat přímo z výše popsaného vzorce (5.1). Tento problém můžeme odstranit následujícím 
způsobem. Pro výpočet p-distance(D) závislé na čase máme vzorec [1]: 
     
 
 
 
 
 
           (5.2) 
Po úpravě následně dostáváme: 
     .  
 
 
 /            (5.3) 
A nakonec vzorec pro evoluční vzdálenost dvou sekvencí pomocí metody Jukese-Cantora 
nezávislou na čase od samostatného vyvýjení sekvencí oproti sobě [1]: 
      
 
 
  .  
 
 
 /      (5.4) 
 
Skript pro výpočet evoluční vzdálenosti pomocí této metody jsem vytvořil v souboru 
modely_nukleotidy.m. 
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7 Model Kimura 
Dalším modelem relativně jednoduchým je model Kimura z roku 1983. Vychází z pozorování 
reálných sekvencí, kde si všímá že tranzice se vyskytují mnohem častěji než transverze. Tudíž má 
tento model dva parametry alfa (pro míru tranzicí) a beta (pro míru transverzí) [1]. 
Tranzice – změny nukleotidů v rámci bází se stejným aromatickým jádrem (purinovým nebo 
pyrimidinovým), tedy dvojice A-G a C-T [1]. 
Transverze – změny bází kdy se změní na takový nukleotid, který je vystavěn na jiném 
aromatickém jádru, tedy A-C,T, G-C,T, C-A,G a T-A,G [1]. 
Tab. 2 -  Míra změn bází v modelu Kimura [1] 
Míra změny bází  
  A G C T 
A  -α-2β α β β 
G α  -α-2β β β 
C β β  -α-2β α 
T β β α  -α-2β 
 
Pro daný pár sekvencí tak z tohoto modelu může být vypočítaná evoluční vzdálenost, můžeme 
pro ně spočítat množství pozic změněných tranzicí – S a množství pozic změněných transverzí – V. 
Pro výpočet evoluční vzdálenosti pak využíváme vzorec [1]: 
       (      )  
 
 
  (    )    (6.1) 
Skript pro výpočet evoluční vzdálenosti pomocí této metody jsem vytvořil v souboru 
modely_nukleotidy.m. 
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8 Model Tamura 
Tento model byl vymyšlen panem Koichiro Tamurou v roce 1992. Jedná se metodu, která 
rozšiřuje metodu Kimura, tím že bere v potaz zvlášť dvojici G+C (GC komplex = Ө). 
Model počítá s počtem jak transverzí, tak tranzicí, ale také právě počtem změn C-G a G-C, 
nazvaný jako argumet Ө [3]. 
Tamura vycházel z Kimury, kde každá změna měla pravděpodobnost 0,25. Jenže tento model 
nemohl aplikovat na mitochondriální DNA Distrophie, kde změna na třetí pozici v kodonu pro G+C 
dvojici byla menší než 0,1. Proto jako třetí argument právě využívá četnost změn u této dvojice [3]. 
Tab. 3 -  Míra změn bází v modelu Tamura [3] 
Míra změny bází  
  A T C G 
A 1-(ϴα+β) (1-Ө)β Өβ ϴα 
T (1-Ө)β 1-(ϴα+β) ϴα Өβ 
C (1-Ө)β (1-Ө)α 1-[(1-Ө)α+β] Өβ 
G (1-Ө)α (1-Ө)β Өβ 1-[(1-Ө)α+β] 
 
Z této tabulky můžeme vycházet pro dané vzorce pro výpočty distancí. 
Počet změn pro pozici mezi A-T je dán tedy     , a pro G-C tedy (   )   . Průměrný 
počet změn na pozici je dán vztahem [3]: 
     (   )(    )   ,(   )   -    (   )     (7.1) 
Kde potom celková vzdálenost d od času odlišení dvou sekvencí je [3]: 
        (   )            (7.2) 
Jelikož většinou neznáme čas, který bývá mnohokrát značný používáme v tomto modelu pro 
výpočet vzdálenosti d tento vzorec [3]: 
    (   ) [   (  
 
  (   )
   )  
 
 
  (    )]  
 
 
  (    )   
   (   )   .  
 
  (   )
   /  
    (   )
 
  (    )    (7.3) 
Skript pro výpočet evoluční vzdálenosti pomocí této metody jsem vytvořil v souboru 
modely_nukleotidy.m. 
  
16 
 
9 Model Tamura-Nei 
Rozšířením metody pana Tamury je model Tamura-Nei z roku 1993, kdy Tamura 
spolupracoval s panem Neiem. 
Bere v potaz, že množství transverzních a tranzičních změn je velké, ale také, že počet 
nukleotidových změn λ se diametrálně liší mezi pozicemi. Na toto navazuje s myšlenkou, že tranziční 
změny mezi puriny a mezi pyrimidiny nemají stejný výskyt [4]. 
Model bere v potaz podíl jednotlivých nukleotidů ke všem nukleotidům, označených jako 
míru výskytu A,C,G,T jako gA, gC, gG, gT. Samozřejmě dále také bere v potaz míry α1, α2 a β pro 
počet tranzičních změn mezi puriny a pyrimidiny a transverzních změn [4]. 
Tab. 4 -  Míra změn bází v modelu Tamura-Nei [4] 
Míra změny bází  
  A T C G 
A   gAβ gAβ gAα1 
T gTβ   gTα2 gTβ 
C gCβ gCα2   gCβ 
G gGα1 gGβ gGβ   
 
Průměrný počet změn pro pozici je tímto modelem dán vztahem [4]: 
                              (8.1) 
                  (8.2) 
                  (8.3) 
Pro evoluční vzdálenost závislou na čase díky tomuto modelu dostáváme vztah [4]: 
                                 (8.4) 
Jelikož pro získání d vyjádřeného číslem je třeba si vyjádřit proporce purinových tranzicí P1, 
pyrimidinových tranzicí P2 a transverzí Q [4]. 
      
     
  
*        (    )     ,  (        ) -+ (8.5) 
      
     
  
*        (    )     ,  (        ) -+ (8.6) 
         ,     (    )-      (8.7) 
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Poté už můžeme vyjádřit výpočet evoluční vzdálenosti d nezávislé na čase od bodu divergence 
sekvencí [4]. 
     
     
  
  .  
  
     
   
 
   
 /  
     
  
  .  
  
     
   
 
   
 /  
 .     
      
  
 
      
  
/   .  
 
     
 /      (8.8) 
Skript pro výpočet evoluční vzdálenosti pomocí této metody jsem vytvořil v souboru 
modely_nukleotidy.m. 
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10 Modely pro aminokyseliny 
Při těchto metodách se jedná o výpočty vzdáleností mezi dvěma sekvencemi, ovšem ne jak 
v předchozích modelech pro sekvence nukleotidů, ale nyní pro sekvence aminokyselin, které vznikají 
po translaci tripletů nukleotidů, které kódují právě aminokyseliny. 
Základem těchto metod je po zarovnání sekvencí vynechání pozic kde aspoň v jedné sekvenci 
je mezera. A poté dostáváme počet n, který udává celkový počet aminokyselin zarovnaných mezi 
sebou a počet nd, který udává na kolika pozicích se aminokyseliny v sekvencích na stejné pozici liší. 
Poté pomocí těchto veličin můžeme vypočítat p-distanci pro aminokyseliny [2]: 
      
  
 
       (9.1) 
Pro výpočet evoluční vzdálenosti pro aminokyseliny musíme využívat nějakého z modelů a 
jelikož se mutace v sekvenci vyskytují s binomickým rozložením, tak je nutnost aproximovat pomocí 
Poissonova nebo Gamma rozložení [2]. 
 
10.1 Poissonovo rozložení – PC 
Když p-distance p je menší než 0,3 nemá rozložení smysl, výsledky jsou totožné. 
Výpočet evoluční vzdálenosti [2]: 
         (   )     (9.2) 
 
Obr. 5 – Závislost ev. distance na p-distanci u poissonovy korekce 
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10.2 Gamma rozložení – GD 
Zadáváme ještě parametr a, který řídí evoluční rychlost z množiny <0,65;3> a poté využíváme 
vzorec [2]: 
       ,(   )  
 
   -     (9.3) 
10.3 Jukes-Cantor s Gamma korekcí 
Zde figuruje parametr B, který udává pravděpodobnost změny  na jiný znak (vzpomeňme, že 
pro NT byl ¾). Pro aminokyseliny bude mít hodnotu 19/20 [2]. 
Dle vzorce: 
           .  
 
 
/     (9.4) 
 
Obr. 6 – Závislost ev. distance aminokyselin na p-distanci a gamma parametru a 
Skript pro výpočet evoluční vzdálenosti pomocí této metody jsem vytvořil v souboru 
modely_aminokyseliny.m. 
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11 Synonymní a nesynonymní substituce 
Sekvence aminokyselin jsou přepisovány z sekvence nukleotidů během translace, pomocí 
trojic nukleotidů (tripletů – kodónů). Ovšem, aby tento přepis nebyl tak jednoduchý, tak pro některé 
aminokyseliny je více možností jak je zakódovat a tudíž tak někdy změna jednoho nukleotidu ještě 
nemusí nutně vést ke změně aminokyseliny. 
 
 
 
Rozlišujeme proto dva typy mutace [2]: 
 - synonymní mutace – při změně jednoho nebo více NT nedochází ke změně AK 
 - nesynonymní mutace – při změně jednoho NT dochází ke změně AK 
Ještě dále vyčleňujeme neplatné mutace (nebo také neplatné substituce), kdy nesynonymní 
mutací jednoho NT vznikne terminační kodón [2]. 
  
  
2. báze 
T C A G 
1. báze 
T 
TTT - Fenylalanin TCT - Serin TAT - Tyrozin TGT - Cystein 
TTC - Fenylalanin TCC - Serin TAC - Tyrozin TGC - Cystein 
TTA - Leucin TCA - Serin TAA - Stop kodón TGA - Stop kodón 
TTG - Leucin TCG - Serin TAG - Stop kodón TGG - Tryptofan 
C 
CTT - Leucin CCT - Prolin CAT - Histidin CGT - Arginin 
CTC - Leucin CCC - Prolin CAC - Histidin CGC - Arginin 
CTA - Leucin CCA - Prolin CAA - Glutamin CGA - Arginin 
CTG -Leucin CCG - Prolin CAG - Glutamin CGG - Arginin 
A 
ATT - Isoleucin ACT - Threonin AAT - Asparagin AGT - Serin 
ATC - Isoleucin ACC - Threonin AAC - Asparagin AGC - Serin 
ATA - Isoleucin ACA - Threonin AAA - Lysin AGA - Arginin 
ATG - Methionin ACG - Threonin AAG - Lysin AGG - Arginin 
G 
GTT - Valin GCT - Alanin GAT - k. Asparagová GGT - Glycin 
GTC - Valin GCC - Alanin GAC - k. Asparagová GGC - Glycin 
GTA - Valin GCA - Alanin GAA - k. Glutamová GGA - Glycin 
GTG - Valin GCG - Alanin GAG - k. Glutamová GGG - Glycin 
Tab. 5 – Tabulka kódování kodónů nukleotidovými triplety 
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11.1 Metoda Nei-Gojobori 
Tato metoda z roku 1986, slouží k výpočtu evoluční vzdálenosti mezi dvěma sekvencemi, 
pravě díky zjištění počtu symetrických a nesymetrických mutací [5]. 
- počet synonymních mutací mezi dvěma kodony [5] 
                   (10.1) 
- počet nesynonymních mutací mezi dvěma kodony [5] 
               (10.2) 
Jelikož může vznikat až 61 různých kodónů kódující AK (nebereme v potaz terminační 
kodóny) můžeme získat matici 61 hodnot s a n pro každý jeden kodon [5]. 
Celkový počet syn. (S) a nesyn. (N) mutací v celé sekvenci, lze pak jednoduše získat 
sumováním jednotlivých počtů pro jednotlivé kodony v sekvenci [5]. 
      ∑             (10.3) 
                (10.4) 
Jelikož přechodu jednoho kodonu v jiný lze díky jejich neunikátnímu kódovaní přes kodóny 
dosáhnout více možnými cestami dílčích změn nukleotidů v kodónech [5]. 
Můžeme si celkový počet těchto možných cest určit jako permutaci bez opakování z počtu 
lišících se nukleotidů mezi dvěma triplety [5]. 
     ( )          (10.5) 
Pro celkový počet syn. a nesyn. mutací mezi dvěma kodóny je pak nutné sečíst tyto skoré 
z každé platné cesty pro změnu tripletů (neplatné cesty – vznik term. kodónu – bereme tak, že 
možných cest je o jednu míň za každý vzniklý term. kodón) [5]. 
Pro celkovou synonymní a nesynonymní distanci mezi dvěma sekvencemi získáváme vzorce: 
       ∑             (10.6) 
       ∑             (10.7) 
A poté pro proporcionální distance: 
        
  
 
      (10.8) 
        
  
 
      (10.9) 
Tyto proporcionální distance pak odpovídají viditelnému počtu substitucí. Pro delší evoluční 
časy je pak nutné použít korekci pomocí modelu na skutečnou evoluční vzdálenost [5]. 
Např. Pomocí Jukes-Cantorova modelu, získáváme pro syn. mutace evoluční vzdálenost 
vzdálenost ds a pro nesyn. mutace evoluční vzdálenost dn [5]. 
         
 
 
  (  .
 
 
   /)   (10.10) 
         
 
 
  (  .
 
 
   /)   (10.11) 
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Skript pro výpočet evoluční vzdálenosti pomocí této metody jsem vytvořil v souboru 
modely_NG_JC.m, ke kterému patří i pomocné skripty possible.m, SdNd.m, jednazmena.m, 
dvezmeny.m a trizmeny.m. 
  
23 
 
12 Grafické modelování průběhů modelů pro výpočty evolučních 
vzdáleností 
12.1 Model Jukes-Cantor 
Na následujícím grafu jsem, namodeloval průběh evoluční vzdálenosti oproti p-distanci pro 
model Jukes-Cantor. 
 
Obr. 7 – Závislost evoluční distance na p-distanci u modelu Jukes-Cantor 
Jak můžeme z grafu vidět do velikosti 0,2 u p-distance je evoluční vzdálenost s p-distancí 
takřka totožná. Do tohoto bodu proto není nutné aplikovat Jukes-Cantorův model z důvodu 
zbytečného nezatěžování výpočetní paměti. Ovšem při hodnotách větších než 0,75 u p-distance se 
dostáváme k problému jelikož na výstupu poté obdržíme komplexní čísla což je nežádoucí. 
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12.2 Modely pro nukleotidové sekvence – Jukes-Cantor, Kimura, Tamura 
Zde jsem na sérii grafů modeloval jak budou vypadat evoluční vzdálenosti modelů Jukes-
Cantor, Kimura a Tamura, po změnách parametrů potřebných pro výpočet evolučních vzdáleností. 
Pro Jukes-Cantorův model se jedná pouze o p-distanci, pro Kimurův i Tamurův model jsem 
měnil parametr R, který jest poměrem mezi počtem tranzicí a transverzí. Pro Tamurův model jsem 
poté ještě navíc také měnil velikost parametru GC, což je GC komplex. 
Černou barvou je vykreslena p-distance, zelenou model Jukes-Cantor (JC), modrou model 
Kimura (KM) a červenou model Tamura (TM). 
 
Obr. 8 – Modely ev. vzdáleností pro modely JC, KM a TM při parametrech R=0.5 a GC=0.4 
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Obr. 9 - Modely ev. vzdáleností pro modely JC, KM a TM při parametrech R=4 a GC=0.4 
 
Obr. 10 - Modely ev. vzdáleností pro modely JC, KM a TM při parametrech R=99 a GC=0.4 
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Obr. 11 - Modely ev. vzdáleností pro modely JC, KM a TM při parametrech R=99 a GC=0.7 
Výsledkem tohoto modelování byly premisy, že při velmi malé p-distanci nezávisle na R je 
nejvýhodnější použít model Jukese-Cantora, jelikož výsledky jsou takřka totožné a tento model je 
výpočetně nejméně náročný. Další použití Jukes-Cantorova modelu je vhodné pokud se jedná o dvě 
navzájem si velmi odlišné sekvence co se jejich délky týče, jelikož ve svém výpočtu zohledňují 
inzerce oproti dalším modelům, které zohledňují pouze substituce. A třetí vhodné využití Jukese-
Cantora je při p-distanci cca do hodnoty 0,2 a při malé hodnotě parametru R, kdy si jsou výsledky 
modelů stále takřka totožné. Při větší hodnotě parametru R je v tomto případě vhodnější použít 
Kimurův model, který zohledňuje právě počet trazicí a transverzí. 
Pro větší hodnoty parametru R a větší p-distanci je poté nejvýhodnější použít Tamurův model, 
který navíc zohledňuje právě i komplex GC. Při hodnotě GC=0,5 Tamurův model je totožný 
s modelem Kimurovým. 
Při zadávání vstupních parametrů však musíme být obezřetní, jelikož po překročení určité 
meze výsledky modelů budou komplexní čísla, jelikož ve vzorcích se vyskytuje logaritmus. 
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12.3 Modely pro aminokysleinové sekvence – Poissova korekce, Gamma korekce 
Zde jsem na následujícídvou grafech modeloval evoluční vzdálenosti nejprve pro poissonovu 
korekci u aminokyselin a poté pro gamma korekci, kde jsem měnil gamma parametr a ovlivňující 
evoluční rychlost. 
 
Obr. 12 - Závislost ev. distance na p-distanci u poissonovy korekce 
Jak je z grafu vidět evoluční vzdálenost při Poissonově korekci je pro p-distanci menší něž 
0,25 takřka totožná s p-distancí a tedy není potřeba aplikovat na p-distanci Poissonovu korekci. 
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Obr. 13 - Závislost ev. distance aminokyselin na p-distanci a gamma parametru a 
Z grafu, kde mámě pět průběhů evoluční vzdálenosti pro aminokyseliny při Gamma korekci, 
kde měním gamma parametr a, který ovlivňuje evoluční rychlost. Jak bylo v teoretické části napsáno, 
tak čím bude parametr a menší, tím větší by měla být evoluční rychlost. Z grafu vidíme, že tahle 
premisa je potvrzena. 
Pro modelování evolučních modelů pro řetězce aminokyselin jsem situace modeloval pro 
model s Poissonovou korekcí a poté několik situací s Gamma korekcí při změnách rychlostního 
parametru a. 
V obou případech je evoluční vzdálenost vztažena ku p-distanci. Pro Poissonovo rozložení 
poté získáváme premisu, že pro velmi malou p-distanci cca do hodnoty 0,2 je evoluční vzdálenost 
totožná s p-distancí a není tudíž nutné uplatňovat korekci. 
U Gamma korekce jak už bylo zmíněno evoluční vzdálenost závisí na hodnotě rychlostního 
parametru a, a to tak, že čím menší a bude tím větší bude evoluční vzdálenost. Tato skutečnost byla po 
vymodelování potvrzena. 
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13 Číselné výstupy naskriptovaných modelů 
Z internetové genové banky jsem si stáhl sekvence (nukleotidové a aminokyselinové) pro 
antigen p53 buněčného tumoru ze tří různých živočichů – a to prasete, makaka a křečka. 
V následujících tabulkách budou pro jednotlivé modely zobrazené vypočítané evoluční vzdálenosti, 
popř. další důležité parametry. Zhodnocení bude provedeno v závěru práce. 
13.1 Modely pro sekvence nukleotidů 
Tab. 6 – Výstupy modelu Jukes-Cantor 
Jukes-Cantor nukleotidy  
* prase makak křeček   
prase * 0,1789 0,874 
evoluční vz. 
makak 0,1591 * 0,8695 
křeček 0,5161 0,5147 *   
  p-distance     
Pro model Jukese-Cantora (Tab. 6) můžeme vidět, že platí premisa, že čím větší byla p-
distance, tím větší vyšla evoluční vzdálenost. 
Jedná se o téměř stejně dlouhé tři sekvence, takže modely Kimura, Tamura a Tamura-Nei 
budou určitě vhodnější než model Jukese Cantora. 
Tab. 7 – Výstupy modelu Kimura 
Kimura nukleotidy  
* prase makak křeček   
prase * 0,0505 0,0336 
evoluční vz. 
makak 0,1591 * 0,0388 
křeček 0,5161 0,5147 *   
  p-distance     
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Tab. 8 – Výstupy modelu Tamura 
Tamura nukleotidy  
* prase makak křeček   
prase * 0,0505 0,0336 
evoluční vz. 
makak 0,5787 * 0,0388 
křeček 0,5399 0,5303 *   
  
theta (G-C 
komplex) 
    
 
Tab. 9 – Výstupy modelu Tamura-Nei 
Tamura-Nei nukleotidy  
* prase makak křeček   
prase * 0,1361 0,0784 
evoluční vz. 
makak 0,0013 * 0,0905 
křeček 0,00066 0,00061 *   
  poměr transicních a transverzních subs. 
 
Dokonce výsledky modelů Kimura (Tab. 7) a Tamura (Tab. 8) vyšly totožné. Avšak dle mého 
myšlení je v tomto případě nejpřesnější model Tamura-Nei (Tab. 9), jelikož sekvence jsou si délkou 
velmi podobné a právě tento model je vzhledem k tomu, že zohledňuje nejvíce parametrů nejvíce 
přesný. 
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13.2 Modely pro sekvence aminokyselin 
Stejné sekvence jsem si stáhl i v aminokyselinovém řetězci a uplatňil na ně korekce – 
Poissonovu (Tab. 10) a Gamma (Tab. 11). 
Tab. 10 – Výstupy pro Poissonovu korekci sekvencí aminokyselin 
Aminokyseliny Poisson  
* prase makak křeček   
prase * 0,173 0,2495 
PC distance 
makak 0,1589 * 0,2608 
křeček 0,2208 0,2296 *   
  p-distance     
 
Tab. 11 – Výstupy pro Gamma korekci sekvencí aminokyselin 
Aminokyseliny Jukes-Cantor s gamma korekcí 
* prase makak křeček   
prase * 0,1792 0,2627 
gamma = 3 
makak 0,1908 * 0,2753 
křeček 0,2876 0,3028 *   
  gamma = 1     
 
Při Poissonově je opět vidět, že čím větší je mezi sekvencemi p-distance, tím větší je také 
evoluční vzdálenost. A při Gamma korekci, můžeme vidět potvrzenou premisu, že čím větší je 
rychlostní parametr a, tím větší je evoluční vzdálenost, jelikož v tabulce máme výsledky pro hodnoty 
a=1 a a=3. Právě výsledky pro hodnotu parametru a=3 jsou si nejvíce podobné s Poissonovou korekcí. 
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13.3 Kodónové modely – synonymní a nesynonymní mutace metodou Nei-
Gojobori 
A poslední tabulka (Tab. 12) je pro metodu Nei-Gojobori, která zohledňuje synonymní a 
nesynonymní mutace kodónů. 
Tab. 12 – Výstupy pro model Nei-Gojobori pro synonymní a nesynonymní mutace 
kodón  
* prase makak křeček   
prase * 0,372 0,4167 
pn 
makak 0,9497 * 0,3983 
křeček 0,9643 0,9465 *   
  ps     
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14 Metoda UPGMA 
Nejjednodušší metodou pro získání fylogenetických stromů a informací je metoda UPGMA 
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean). První její model byl na světě roku 1958 a byl 
vymyšlen vědci Sokalem a Michenerem, ale než se začala používat, tak ještě prošla mnoha obměnami, 
až ji roku 1973 plně popsali vědci Sneath a Sokal. Fylogenetický strom vytvořený touto metodou lze 
též nazvat fenogramem, jelikož bývaly původně používány pro popsání rozsahu fenotypové 
podobnosti pro danou skupinu druhů organismů [14]. 
 
Obr. 14 – příklad fenogramu [11] 
Tuto metodu jde však také použít pro konstrukci molekulární fylogeneze, ovšem za 
předpokladu, že míra genetické substituce je víceméně konstantní [14]. 
Když je tato premisa platná, tak stromy produkované touto metodou dávají relativně dobré 
výsledky oproti ostatním metodám. V takovém případě měření distancí, které má menší koeficient 
odchylky by mělo být poskytovat lepší výsledek, něž u jiných měření distancí, i když počet substitucí 
v genetickém kódu není přímo proporcionální. Metoda UPGMA je dobrá k rekonstrukci druhových 
stromů, ale chyby se často objevují pokud míra změn není konstantní nebo když je změn v sekvenci 
nukleotidů velmi málo [14]. 
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Metoda: 
Pro metodu UPGMA je spočítáno množství evolučních distancí pro každé dvojice taxonů 
neboli námi zadaných sekvencí. Tyto distance pak můžeme zapsat ve formě matice v následující formě 
[14]. 
Tab. 13 – matice distancí pro UPGMA [14] 
taxony 1 2 3 4 
2 d12   
  
3 d13 d23  
  
4 d14 d24 d34   
5 d15 d25 d35 d45 
Hodnota dij zde nahrazuje distanci mezi i-tou a j-tou sekvencí (taxonem). 
Shlukování dvojic začíná tím, že najdeme pár dvou sekvencí, pro které je jejich vzájemná 
distance ze všech nejmenší. Předpokládejme, že d12 je mezi těmito distancemi v matici nejmenší. 
Taxony matice 1 a 2 jsou poté shluknuty do jedné s větvícím uzlem umístěným ve vzdálenosti [14]: 
       
   
 
     
 (14.1) 
Dále v této metodě předpokládáme, že délka větví vedoucí z toho uzlu do sekvence na konci 
taxonů 1 a 2 je pro obě stejná. Taxony 1 a 2 jsou sloučeny do jediného taxonu (shluku) a vzdálenost 
mezi jednotlivými taxony (k ≠ 1,2) s tímto shlukem u je spočítána jako [14]: 
         (        )       (14.2) 
Díky tomu následně dostáváme upravenou matici vzdáleností [14]. 
Tab. 14 – upravená matice distancí [14] 
taxony u = (1-2) 3 4 
3 du3  
  
4 du4 d34   
5 du5 d35 d45 
Není předpokládejme, že du3 je nejmenší distance.[14] Tím pádem taxony u a 3 jsou shluknuty 
do jediného nového shluku v = (1-2-3) s větvícím uzlem ve vzdálenosti 
             (       ) (   )     (14.3) 
  
35 
 
Distance mezi nově vzniklým shlukem v a každou ze zbývajících taxonů (k) je nyní spočítána 
jako  
      (             )       (14.4) 
Po přepočtu vzdáleností teda znovu získáváme upravenou matici distancí s upravenými taxony 
[14]. 
Tab. 15 – upravená matice distancí po dalším shluku [14] 
taxony v = (1-2-3) 4 
4 dv4   
5 dv5 d45 
Předpokládáme, že distance dv4 je opět nejmenší. Shlukujeme tedy taxony v=(1-2-3) a 4 
s uzlem ve vzdálenosti [14] 
             (             ) (   )    (14.5) 
Nyní je už jasné, že zbývající taxon ke shluknutí je taxon 5 s jejím uzlem ve vzdálenosti [14] 
      (                  ) (   )    (14.6) 
Je ovšem možné , že v průběhu kroků mohl být menší jiná distance než naše určené, způsob 
výpočtu by byl ovšem stejný [14]. 
Vzdálenost mezi dvěma shluky tedy můžeme vypočítat pomocí obecného vzorce 
        ∑     (  )        (14.7) 
kde r a s jsou počty taxonů ve shlucích A a B a dij je vzdálenost mezi taxonem i shluku A a 
taxonem j shluku B. Uzel větví mezi dvěma shluky je dán jako dAB/2 [14]. 
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Praktický příklad UPGMA: 
1) Najdeme v tabulce nejmenší hodnotu 
2) Dva taxony (druhy) s nejmenší vzájemnou vzdáleností spojíme do jedné OTU (operation 
taxonomic unit) a vypočítáme vzdálenost této OTU od ostatních 
D(BC)A = (DAB + DAC)/2 = (0,5 + 0,45)/2 = 0,475 
D(BC)D = (DBD + DCD)/2 = (0,4 + 0,35)/2 = 0,375 
3) Z přepočítaných hodnot vytvoříme novou tabulku. 
4) Nejmenší distance je tentokrát mezi D a BC. Proto D připojíme k BC a vypočítáme 
vzdálenost BCD od A. 
D(BCD)A = (DAB + DAC + DAD)/3 = (0,5 + 0,45 + 0,55)/3 = 0,5 
5) To samé zopakujeme se zbývajícími OTU A a BCD a získáváme fylogenetický strom. 
 
Obr. 15 – příklad stromu UPGMA 
  
Tab. 17 – UPGMA příklad 2 
Tab. 16 – UPGMA příklad 1 
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15 Metoda neighbor joining 
V roce 1987 vyvinuli vědci Saitou a Nei efektivní metodu pro vytváření fylogenetických 
stromů, která je založena na principu minimální evoluce [7]. 
Tato metoda nezkoumá všechny možné topologie stromu, ale v každé fázi shlukování taxonů 
je využit právě princip minimální evoluce. Odtud ji pojmenovali neighbor joining method (metoda 
spojování nejbližších sousedů) [7]. 
Pojem sousedé znamená, že sousedy jsou dva taxony, které jsou spojeny jediným uzlem v 
nezakořeněném stromu [7]. 
 
Obr. 16 – příklad nezakořeného stromu [12] 
Na obrázku můžeme vidět nezakořeněný strom, jehož topologie může být popsána po sobě 
jdoucími páry sousedů: (A,B),(D,E),(A-B,C) a (A-B-C,F) [7]. 
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Metoda: 
Saitou a Nei vyvinuli algoritmus pro určení formy stromu z matice vzdáleností D. Metoda 
nám umožní získat nejen topologii stromu, ale také délky větví finálního stromu. Pro strom s N (≥4) 
OTU je minimální počet párů sousedů vždy 2 a maximální počet je N/2, když je N sudé a (N-1)/2 když 
je N liché. 
Sloučením dvou OTU může vzniknout nové kombinované OTU a tak další pár sousedů, který 
nám pomůže utvořit topologii stromu [7]. 
Tato metoda konstrukce stromu začíná u hvězdicovitého stromu, kde nejsou žádné shluklé 
OTU. 
 
Obr. 17 – hvězdicovitý strom bez hierarchické struktury [7] 
Některé páry OTU jsou si blíže než ostatní. 
 
Obr. 18 – strom se shluklými OTU 1 a 2 [7] 
V tomto stromu je jediná vnitřní větev – XY, která spojuje spárované OTU 1 a 2 spolu 
s ostatními (3,4,..,N), které se spojují v jediném uzlu Y. Jakýkoliv pár OTU může zaujmout pozici 1 a 
2. Těchto cest je zde N(N-1)/2-krát. Mezi těmito vybereme tu, která nám dá nejmenší součet délek 
větví. Tento pár OTU je dále brát již jako jediný OTU a opět je vybrán pár, kterým získáme nejmenší 
součet délek větví [7]. Tento proces se opakuje dokud nejsou nalezeny všechny interní větve – je jich 
N-3. 
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Výpočet délek větví je následovný: 
Definujme si Dij a Lab jako distanci mezi OTU i a j a délku větve mezi uzly a a b. Součet délek 
větví z Obr. 17 je pak dán jako [7]: 
        ∑      
 
   
∑       
 
       (15.1) 
Kdy je každá větev počítána N-1 krát, když jsou dodány všechny distance. Dále je pak délka 
větve mezi uzly X a Y (LXY) dána 
       
 
 (   )
,∑ (       )-( - )(       )   ∑        
 
   -  (15.2) 
Pokud vyloučíme vnitřní větev XY z Obr. 18 máme dvě hvězdicovité topologie (jedna pro 
OTU 1 a 2, a druhá pro zbývajících N-2 OTU). Díky tomu pak L1X +L2X a ∑LiY může být vypočítána 
jako [7]: 
                      (15.3) 
    ∑      
 
   
∑         
 
       (15.4) 
Přidáním těchto délek větví najdeme součet (S12) všech délek větví stromu na Obr. 18 
            (       )  ∑           (15.5) 
Obecně ovšem nevíme, který pár OTU jsou praví sousedé. Takže je délka všech větví (Sij) 
vypočítána pro páry OTU a pár s nejmenší hodnotou Sij je tak vybrán jako pár sousedů [7]. Pokud je 
S12 nalezeno jako nejmenší mezi všemi Sij hodnotami, tak OTU 1 a 2 jsou označeni jako sousedé a 
jsou tak spojeni pro vytvoření společné OTU (1-2). Vzdálenost mezi touto kombinovanou OTU a 
ostatními OTU je pak dána [7] jako: 
     ( - )   (      )       (     )   (15.6) 
Takto je počet OTU redukován až na jeden OTU a pro novou matici distancí je znovu 
aplikován proces pro nalezení dalšího páru sousedů. Tento proces je opakován dokud není počet OTU 
roven třem a máme pak pouze jediný nezakořeněný strom [7]. 
Příklad: 
Tab. 18 – Matice distancí Dij [7] 
OTU 1 2 3 4 5 6 7 
2 7 
     
  
3 8 5 
    
  
4 11 8 5 
   
  
5 13 10 7 8 
  
  
6 16 13 10 11 5 
 
  
7 13 10 7 8 6 9   
8 17 14 11 12 10 13 8 
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Na tyto distance pro jednotlivé OTU aplikujeme metodu neighbor joining. Další dva roky jsou 
naznačeny v tabulce Tab. 19. 
Tab. 19 – Hodnoty distancí Sij pro dva cykly aplikace metody neighbor joining[7] 
   1. cyklus - sousedé (1,2) 
  OTU 
OTU 1 2 3 4 5 6 7 
2 7 
     
  
3 8 5 
    
  
4 11 8 5 
   
  
5 13 10 7 8 
  
  
6 16 13 10 11 5 
 
  
7 13 10 7 8 6 9   
8 17 14 11 12 10 13 8 
          2. cyklus - sousedé (5,6) 
   OTU 
 OTU 1-2 3 4 5 6 7 
 3 31,5 
    
  
 4 32,3 32,3 
   
  
 5 33,9 33,9 33,7 
  
  
 6 33,9 33,9 33,7 31,3 
 
  
 7 33,7 33,7 33,5 33,1 33,1   
 8 33,7 33,7 33,5 33,1 33,1 31,9 
 
Proces pořád opakujeme dokud není počet OTU roven 3 a získáme tak poslední pár sousedů 
OTU. Pokračování tohoto procesu z Tab. 18 můžeme vidět na obr. 19. 
 
 
Obr. 19 – pokračování procesu metody NJ na hodnoty z Tab. 18 pro vytvoření nezakořeněného stromu [7] 
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15.1 Modifikace metody Neigbor joining 
V roce 1988 vědci Studier a Keppler modifikovali předchozí neighbor joining metodu 
sepsanou Saitem a Neiem. Minimální čas algoritmu navrženým Saitem a Neiem je nejasný. Studier a 
Keppler nám ukazují alternativní formulaci, která poběží v čase T (N3), kde N je počet operačních 
taxonomických jednotek (OTU) [13]. 
Algoritmus [13]: 
Pro každý pár i a j OTU spočítali: 
         ( - )   -  -  ,    (15.7) 
kde D je matice o velikosti NxN a  
        ∑          (15.8) 
Poté vybereme pár i-j, pro který je hodnota Sij nejmenší. Vytvoříme nový uzel u a odvodíme 
vzdálenosti [13]: 
           (       -   ) pro k ≠ i, j   (15.9) 
Délky větví z nového uzlu jsou [13]: 
        
 
 (   )
,(   )     -  -   (15.10) 
a 
        
 
 (   )
,(   )     -  -   (15.11) 
Po vyřazení i a j z matice D a přidání uzlu u je proces opakován dokud strom není dokončen 
[13]. 
 
Obr. 20 – Strom pro OTU i,j,k a l a jejich dva uzly u a v [13] 
Z definice Sij pak dostáváme vzorec pro okrsek tří OTU [13]: 
       -     ∑ (      -   -   )          (15.12) 
A dále pro okrsek čtyř OTU [13]: 
      -      ∑ ,(       -   )-(       -   )-          (15.13)  
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16 Metoda Bio neighbor joining 
Metoda neighbor joining od Saita a Neie je jedna z nejvíce využívaných metod pro 
rekonstrukci fylogenetických stromů z matice párových distancí. Její algoritmus popisuje aglomerační 
postup, který byl poprvé popsán v roce 1977 Sattahem a Traverskym. Aglomerační algoritmus 
iteračně vybírá pár taxonomických jednotek a vytvoří pro ně nový uzel, který reprezentuje shluk těchto 
jednotek a redukuje tak matici distancí, tím že nahradí tyto dvě jednotky jednou, která reprezentuje 
nový uzel. Tento cyklus je opakován dokud nezbývají pouze tři taxonomické jednotky[8]. 
Na toto navazuje princip minimální evoluce, který sestává z vybrání stromu, který má 
nejmenší součet délek všech větví. Neighbor joining však obvykle nenajde strom, který odpovídá 
principu minimální evoluce, ale pouze krátký strom jehož topologie je obecně podobná stromu 
vycházejícího z minimální evoluce[8]. 
Poté bylo vytvořeno několik modifikací, které měli vylepšit neighbor joining tak, aby se 
vybral co nejkratší strom co nejpodobnější stromu minimální evoluce. 
Tato metoda ovšem nepopisuje modifikaci neighbor joiningu, za účelem hledání stromů 
kratších než u neighbor joiningu, ale přehodnocuje základní princip algoritmu neighbor joiningu[8]. 
Metoda ukazuje, že matematické formulace v neighbor joiningu mohou být vylepšeny tak, že 
budou brát v úvahu rysy biologických dat. Nová verze, díky tomu nazvaná, Bio neighbor joining tak 
vychází z evolučních distancí zarovnaných sekvencí[8]. 
Algoritmus: 
Neighbor joining využívá aglomerační přístup. V každém kroku je dána matice distancí (δij), 
kde i a j jsou taxonomické jednotky nebo jejich shluky, vzniklých jejich shlukováním v předchozích 
krocích. Dimenze matice je označena jako r a r = n–p, kde n je počet originálních OTU a p je počet 
kroků již vykonaných. Tato metoda neuvažuje nezávislost a ekvivarianci δij[8]. 
Nechť QXY je hodnota tohoto kritéria pro taxonomické jednotky x a y. Pro jednoduchost pak 
nechť je x=1 a y=2. Pak dostáváme: 
        ( - )δ   -    -   , kde     ∑           (16.1) 
Jakmile je pár pro sloučení vybrán neighbor joining vytvoří nový uzel, reprezentující kořen 
nového shluku, označený jako u [8]. 
Předpokládejme, že byl vybrán pár {1, 2}. Neighbor joining poté vypočte délku větve (1, u) 
s využitím vzorce [8]: 
    δ    
 
 
(     
     
(   )
)     (16.2) 
A stejně tak délku δ2u stejným způsobem. Nakonec, neighbor joining zredukuje matici distancí 
o taxonomické jednotky 1 a 2 a vypočte distance mezi nově vzniklou taxonomickou jednotkou u a 
všemi dalšími jednotkami i jako [8]: 
    δ    
 
 
    
 
 
   -
 
 
   - 
 
 
        (16.3) 
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,kde δ1u a δ2u jsou vypočteny z vzorce 16.2. Neighbor joining uspokojí základní požadavky 
na rekonstrukci fylogenetických stromů. Pokud jsou data aditivní je nutné nalézt unikátní strom, který 
dokonale reprezentuje tyto data. Důkaz je založen na indukci a třech následujících krocích [8]: 
1. Pokud je matice distancí δij aditivní, pak kritérium (16.1) ukazuje pár taxonomických 
jednotek, které jsou sousedy ve stromu reprezentujícího tyto data. 
2. Pokud jsou data aditivní, tak rovnice 16.2 je exaktní. 
3. Aplikováno na pár realných sousedů, redukce (16.3) transformuje matici hodnot stromu T 
na aditivní matici odpovídající substromu T, ve kterém obě taxonomické jednotky a jejich 
korespondující větve jsou jednoduše vymazány a kořen shluku se stává taxonem nového 
stromu [8]. 
Redukce pomocí minimální odchylky 
Máme rovnici definovanou jako [8]: 
   δ     δ    (  -  )δ   -  δ   - (  -  )δ      (16.4) 
kde δ1u a δ2u jsou získány z 16.2. 
V každém kroku je možné upravit hodnotu λ za účelem minimalizování nové redukované 
matice distancí. Přesněji musíme minimalizovat odchylku topologické části matice definované sumou 
(λδ1i + (1-λ) δ2i) [8]. 
Takto získáme více věrohodnějších odhadů pro určení páru taxí, které mají být shlukovány 
v následujících krocích. A jelikož je tento princip opakován v každém kroku, získáváme tak čím dál 
přesnější a přesnější odhady ve srovnání s odhady metody neighbor joining [8]. 
Nechť δij jsou skutečné evoluční distance dij a vij jejich odchylky a covij, kl kovariance δij a δkl. 
Uvažujme že střed c shuku {1, 2} dán rovnostmi: 
               (  -  )        (16.5) 
Tento střed záleží na parametru λ a jeho cílem je určení λ* tak, aby odchylky vci z odhadů δci 
byly co možná nejmenší. Tím pádem musíme minimalizovat [8]: 
 ∑          ∑    [    ( - )   ]
 
     ∑ (     ( - )      ( - )        )
 
    (16.6) 
Je to polynom druhého řádu a najdeme tak, že [8]: 
        
∑ (   -        )    
∑ (       -         )    
     (16.7) 
a 
                  ( -  )         ( -  )          (16.8) 
Ve fylogenetické rekonstrukci je základní hypotézou, že evoluční distance (dij) mezi 
taxonomickými jednotkami jsou aditivní a vážený strom T, který reprezentuje tyto distance 
koresponduje s reálnou evolucí těchto jednotek [8]. 
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Když jsou evoluční distance získány ze zarovnaných sekvencí, jsou obvykle uvažovány jako 
proporcionální substitučním mírám změn mezi sekvencemi. Bylo navrženo mnoho modelů pro určení 
míry těchto změn z pozorovaných změn mezi sekvencemi [8]. 
V rámci prvního řádu tyto odhady pak jsou 
         
 
 
       (16.9) 
a 
               
 
 
       (16.10) 
kde s je délka sekvence, u a v reprezentují kraje křížení cest (i, j) a (k, l) v T a duv je evoluční 
distance mezi těmito dvěma předy druhů. Když je křížení nulové, tak kovariance je nulová [8]. 
Tento přístup nepotřebuje přesné hodnoty odchylek a kovariancí. Přibližné hodnoty jsou 
dostatečné. V důsledku toho pak odhady 16.9 a 16.10 je dostačující pro náš přístup a může být použit 
téměř na každý odhad evoluční distance ze zarovnaných sekvencí. Mimoto je pravděpodobně 
použitelný i pro další odhady [8]. 
Nicméně, není až tolik vyhovující pro data z křížení DNA-DNA, ve kterých kovariance jsou 
úplně rozdílné od těch odhadovaných rovnicemi 16.9 a 16.10. 
Při užití modelů 16.9 a 16.10 se tak dostáváme do velmi výhodné situace pro [8]: 
1. Odchylky (vij) mohou být určeny jako δij/s 
2. Odchylky (vij) jsou stejně jako evoluční distance (dij) odpovídající stromu. Z toho poté 
vyplývá, že kovariancem které jsou cestami ve stromu odchylek mohou být spočítány 
z odchylek, tím dostáváme 
              
 
 
(         -    )   (16.11) 
Takto máme odhady pro odchylky a kovariance distancí mezí originálními taxonomickými 
jednotkami. To umožní použití algoritmu a započnutí prvního shlukovacího kroku. V následujících 
krocích kdy matice (δij) odpovídá nejen originálním jednotkám, ale také shlukům těchto jednotek. Při 
nahrazování kovariancí jejich hodnotami (16.11) v rovnicích 16.7 a 16.8 dostáváme [8]: 
        
 
 
  
∑ (       )    
 (   )   
    (16.12) 
a také, že 
               ( -  )   -   ( -  )     (16.13) 
Nejprve jako důsledek trojúhelníkových nerovností –v12≤v2i – v1i≤v12 dostáváme λ*, které 
nabývají hodnot [0, 1]. Navíc vzorec 16.13 dodává nové odchylky vzniklé při prvním shlukování. 
Nyní uvažujme nové kovariance covci,ji, kde j≠1, 2, i. [8] Máme tak vzorce: 
              
 
 
(         -    )   (16.14) 
              
 
 
(         -    )   (16.15) 
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Využitím středové definice, rovnice 16.13 a vztahů 16.14 a 16.15 zjišťujeme, že: 
               (     ( -  )      )            ( -  )         
     
 
 
(     ( -  )      -      -( -  )   ) 
     
 
 
(         -     )     (16.16) 
Tedy kovariance vzniklé prvním shlukováním mohou být vypočítané z variancí s využitím 
rovnice 16.11. Dále vztahy 16.12 a 16.13 mohou být použity ve druhém kroku [8]. 
Shrnutí: 
Pro zjednodušení analýzy předpokládejme, že BIONJ je zásoben pravými evolučními 
distancemi a ne jejich odhady. S tímto předpokladem pak obě matice – distance i variance jsou 
na počátku identické a mohou být reprezentovány pravým stromem T. 
Jakmile je dosaženo prvního shluku matice se liší. Matice distancí pak může být 
vyjádřena podstromem T’ stromu T, který získáme smazáním taxonomických jednotek 1 a 2 
tvořících pár sousedů. Redukce 16.13 je shodná s redukcí 16.4 až na konstantu a zachovává 
tvar T, ale modifikuje délku větve  připojené na c, střed shluku {1, 2}. Ve skutečnosti je c dál 
od ostatním taxonomických jednotek než je kořen shluku u [8]. 
Vzorec pro délku vcu [8] je dán jako: 
                 ( -  )      (16.17) 
kde λ je: 
        
 
 
  
   -   
 (       )
   (16.18) 
V následujících krocích věci zůstávají prakticky stejné. Redukce umazávají páry 
sousedů a nahrazují tyto sousedy jejich středem c, což je jejich distance od jejich kořene u. 
Tyto přírůstky se kumulují a středy shluků se posouvají dál a dál od jejich kořene. Tyto další 
délky spolu se zbytkem stromu reprezentují odchylky redukované distanční matice.. Situace je 
poté mnohem příznivější, když jsou tyto přírůstky malé [8]. 
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17 Vytvořené GUI 
Všechny mnou vytvořené skripty jsem spojil v jedno přehledné GUI. Zde popíšu jeho 
jednotlivé části, aby byla popsána jeho funkce a obslužnost. 
Rozdělil jsem ho na tři části, podle kterých bude jeho popis mnohem jednodušší. 
1. Fasta soubory na mat soubor sekvencí 
V této části načítáme stažené fasta soubory sekvencí ze složky s programem a 
všechny načtené se uloží v proměnných „Sequences“ a „nazvy“ do námi pojmenovaného 
.mat souboru. 
Proces zahájíme stiknutím tlačítka „Start“ a poté pokračujeme libovolným počtem 
„Výběr fasta souboru“ (záleží na počtu nastahovaných sekvencí), díky kterému načítáme 
stažené fasta soubory pojmenované jako „nazev organismu.fasta“ a konečně z vybraných 
fasta souborů vytvoříme mat soubor pomocí „Vytvor soubor“s již výše uvedenými 
proměnnými. 
 
Obr. 21 – 1. Část GUI 
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2. Evoluční distance 
Ve druhé části načítáme uložené mat soubory obsahující proměnné „Sequences“a 
„nazvy“. Všechny sekvence, které daný mat soubor obsahuje se nám zobrazí do listboxu. Z něj 
můžeme vybírat libovolné dvě sekvence pro srovnání evolučních distancí mezi nimi pomocí 
několika metod (p-distance, Jukes-Cantor, Kimura, Tamura, Tamura-Nei, p-distance pro 
aminokyseliny, gamma distance pro aminokyseliny, Jukes-Cantor s gamma korekcí pro 
aminokyseliny a synonymní a nesynonymní mutace pro kodóny) A nakonec pomocí 
pushbuttonu „Vytvor soubory distanci“ skript vytvoří vektor distancí pro všechny páry 
sekvencí v mat souboru pro všechny metody a tyto vektory pak spolu s názvy organizmů uloží 
v proměnných „Distances“ a „nazvy“ do nových mat soborů, kde každý bude odpovídat jedné 
metodě výpočtu distancí a bude také patřičně pojmenovaný ve formě 
„nazemsouboruZkratkametody“. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Obr. 22 – 2. Část GUI 
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3. Fylogenetické stromy 
Ve třetí části pomocí pushbuttonu „Nacti mat soubor distanci pro tvorbu 
fylogenetickych stromu“ načteme libovolný mat soubor vytvořený v části 2. Obsahuje 
proměnné „Distances“ a „nazvy“, které využijeme pro výpočet uzlů a délek větví třemi 
metodami – UPGMA, Neighbor joining a Bio neighbor joining. Ty poté použijeme pro 
vykreslení samotných fylogenetických stromů pomocí tří pushbuttonů v závislosti na metodě, 
kterou chceme použít. 
 
Obr. 23 – 3. Část GUI 
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18 Výsledky vykreslení fylogenetických stromů 
Pro zpracování jsem využil sekvence proteinu hemoglobinu (Hb) pro šest různých organismů 
(krysu – Rattus Norvegicus, myš – Mus Musculus, makaka – Macaca Mulatta, člověka – Homo 
Sapiens, kohouta – Gallus Gallus, býka – Bos Taurus). Protein hemoglobin jsem vybral jako 
porovnávácí schválně proto, že sekvence mají optimální délku kolem cca 1300 párů bazí a nezatěžují 
tolik paměť při výpočtech a dále a zejména protože tímto proteinem disponují všichni obratlovci a i 
nějaké další organismy a jelikož mnou vybrané organismy jsou obratlovci ke srovnání a vytvoření 
stromů se náramně hodí. 
Jedná se o červený transportní metaloprotein červených krvinek (erytrocytů) obratlovců, jehož 
hlavní funkcí je transport kyslíku krví do tkání a orgánů z plic, a opačným směrem vylučování oxidu 
uhličitého z tkání do plic. Hemoglobin tvoří přibližně 35% obsahu erytrocytu. Běžný hemoglobin 
dospělého člověka se skládá ze 4 podjednotek, dvou alfa (α) a dvou beta (ß). Každá podjednotka je 
tvořena bílkovinnou částí – globinem a prostetickou (nebílkovinnou) částí – hemem. Každý ze 4 
Fe2+  iontů hemu reverzibilně (vratně) váže molekulu kyslíku (tzv. proces oxygenace hemoglobinu). 
Schopnost navázání O2 a ztráta CO2 na železnatém ionu je úměrný parciálnímu tlaku dýchacích plynů 
(v plicích má kyslík vyšší parciální tlak než oxid uhličitý – ve tkáních je tomu naopak). Parciální tlak 
kyslíku v plicních alveolách je asi 13–15 kPa a ve venózní krvi ve tkáních je > 5 kPa. 
Sekvence proteinu u jednotlivých organizmů jsem zarovnal pomocí globálního zarovnání, aby 
byla možné jejich následné srovnávání – výpočet evolučních distancí a z jejich matic poté následně 
tvorba fylogenetických stromů metodami UPGMA, neighbor joining a bio neighbor joining 
z distančních matic vytvořených zadanou metodou výpočtu evoluční distance. 
Pro výpočet evolučních distancí pro řetězce nukleotidů metodou Tamura-Neie (jelikož se 
jedná o tentýž protein, teoreticky by se sekvence tolik neměli lišit v počtu inzercí a díky tomu je 
nejvýhodnější použít právě tuto metodu) poté získáváme distanční matici: 
Tab. 20 – Evoluční distance hemoglobinu dle metody Tamura-Neie 
  
ev. distance Hemoglobinu - Tamura-Nei 
Rattus N. Mus M. Macaca M. Homo S. Gallus G. Bos T. 
Rattus N.   0.1272 0.3989 0.2658 0.4542 0.2516 
Mus M.     0.3598 0.2426 0.4025 0.2538 
Macaca M.       0.0460 0.4404 0.3203 
Homo S.         0.5083 0.3470 
Gallus G.           0.5063 
Bos T.             
Tyto distance mi poté slouží pro vytvoření fylogenetických stromů dle již výše zmíněných 
metod, přičemž při pohledu na organismy, které jsem vybral zavádím premisu, kterou by mi měly 
stromy potvrdit a to, že člověk si bude blízký s makakem a myš s krysou 
  
50 
 
Následné vykreslení mi poté poskytlo následující fylogenetické stromy. 
Vytvoření stromu metodou UPGMA: 
 
Obr. 24 – fylogenetický strom hemoglobinu metodou UPGMA 
Jak můžeme vidět strom je ultrametrický (předpokládá konstantní míru změn v sekvencích pro 
všechny organismy a větve pokračující z uzlů jsou stejně dlouhé). Dále mnou položená premisa se 
potvrdila – člověk a makak jsou si velmi blízcí a stejně tak myš s krysou jak vidíme ze stromu si 
nejsou nepodobné. 
Vytvoření stromu metodou neighbor joining: 
 
Obr. 25 – fylogenetický strom hemoglobinu metodou neighbor joining 
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Jak můžeme vidět strom oproti metodě UPGMA již není zakořeněný ani ultrametrický a větve 
vycházející z uzlů mají různou délku. Jak ale můžeme vidět topologie stromu zůstává stejná jako u 
předchozí metody a také moje premisy o podobnosti organismů jsou potvrzeny. 
Vytvoření stromu metodou bio neighbor joining: 
 
Obr. 26 - fylogenetický strom hemoglobinu metodou bio neighbor joining 
Strom je ve výsledku stejný jako u metody neighbor joining, ovšem díky přesnějšímu výpočtu 
metody a vybírání párů sousedů jsou zde jiné délky větví. Topologie stromu zůstává i nadále 
nezměněna. 
Pro srovnání uvedu ještě výsledky vytvoření stromů z matice distancí vytvořené pomocí 
metody s Poissonovým rozložením pro aminokyselinový řetězec téhož proteinu. 
Tab. 21 - Evoluční distance hemoglobinu dle metody Poissonova rozložení pro aminokyseliny 
  
ev. distance Hemoglobinu - Poissonovo rozložení 
Rattus 
N. 
Mus M. Macaca M. Homo S. Gallus G. Bos T. 
Rattus N.   1,055221534 1,616082455 0,934699481 1,201027294 0,975758616 
Mus M.     1,444113932 1,422012444 1,522977348 1,487763821 
Macaca M.       1,29998204 1,458397655 1,48956937 
Homo S.         1,276463202 1,090875306 
Gallus G.           1,220951141 
Bos T.             
Jak můžeme na první pohled vidět z tabulky, tak distance v matici jsou značně vyšší, což bude 
mít za následek delší větvě stromu. Jelikož výsledky výpočtu evolučních distancí mezi sekvencemi 
závisí pouze na p-distanci aminokyselinového řetězce je dost dobře možné, že oproti velmi přesnému 
výpočtu metodou Tamura-Neie budou výsledky tohoto výpočtu více nepřesné, což může mít za 
následek zkreslení stromu v rámci jeho topologie a délek větví vycházejících z jednotlivých uzlů.  
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Metoda UPGMA: 
 
Obr. 27 - fylogenetický strom hemoglobinu metodou UPGMA 2 
Metoda neighbor joining: 
 
Obr. 28 - fylogenetický strom hemoglobinu metodou neighbor joining 2 
  
53 
 
Metoda bio neighbor joining: 
 
Obr. 29 - fylogenetický strom hemglobinu metodou bio neighbor joining 2 
Jak můžeme vidět předchozím stromům vycházejícím ze srovnání nukleotidových řetězců 
nyní nejvíce odpovídá strom metodou neighbor joiningu. Metoda UPGMA je zkreslená, jelikož se 
nejedná moc přesnou metodu a navíc nebere v potaz dostatek argumentů. Zato u bio neighbor joiningu 
je strom zkreslen tím, že není ovlivněna pouze jedna matice distancí ale navíc i matice variancí těchto 
distancí. 
Kvůli těmto i dalším problémům je tudíž nutné volit pro zadané sekvence nejvhodnější 
metodu výpočtu evoluční distance, která se pro sekvence nejvíce hodí, jak jsem je již porovnával 
v kapitolách 12 a 13. a také vybrat nejvhodnější metodu vykreslení fylogenetického stromu, která bude 
pro naše konkrétní případy nejvíce vhodná. Právě výhody a nevýhody hodlám srovnat v následující 
kapitole. 
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19 Porovnání a zhodnocení metod konstrukce fylogenetických stromů 
Pro porovnání a zhodnocení účinnosti správné a vhodné konstrukce fylogenetických stromů 
jsem využil principu změření distancí z vykresleného stromu a vytvoření jejich matice. Tuto matici 
jsem poté srovnával s původní maticí evolučních distancí, které jsem vypočítal metodami pro jejich 
výpočty ať už pro nukleotidové, aminokyselinové nebo kodónové řetězce proteinů daných organismů 
stažených z veřejných databází.  
Porovnání jsem dosáhl pomocí korelace těchto dvou matic jehož výsledkem bylo číslo 
vyjadřující jejich vzájemnou podobnost z intervalu <0,1>, kde 1 znamená absolutní podobnost. 
A také jsem hodnoty těchto dvou matic vzal a vytvořil z nich graf pro grafické znázornění 
podobnosti pro lepší představu než jen převedením na jedno číslo. 
Nejprve porovnání již v předchozí kapitole použitých metod. 
1. Srovnání fylogentických stromů pro sekvence hemoglobinu jednotlivých organismů 
s výpočtem evoluční distance pomocí metody Tamura-Neie: 
 Vycházejme z matice evolučních distancí (Tab. 20). Z této matice byly vytvořeny 
fylogenetické stromy a z nich jsem následně odměřil distance, ze kterých jsem vytvořil následující 
matice. 
Tab. 22 – odpočítané distance z UPGMA stromu 
  
distance odpočítané z UPGMA stromu 
Rattus N. Mus M. Macaca M. Homo S. Gallus G. Bos T. 
Rattus N.   0,1272 0,0806 0,0806 0,2312 0,0644 
Mus M.     0,0806 0,0806 0,2368 0,0644 
Macaca 
M. 
      0,0460 0,1156 0,1612 
Homo S.         0,1156 0,1612 
Gallus G.           0,2312 
Bos T.             
 
Tab. 23 – odpočítané distance z neighbor joining stromu 
  
distance odpočítané z NJ stromu 
Rattus N. Mus M. Macaca M. Homo S. Gallus G. Bos T. 
Rattus N.   0,1272 0,7886 0,7497 0,8884 0,3363 
Mus M.     0,7584 0,7195 0,8582 0,3061 
Macaca 
M. 
      0,046 0,5168 0,7573 
Homo S.         0,4779 0,7184 
Gallus G.           0,8587 
Bos T.             
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Tab. 24 – odpočítané distance z bio neighbor joining stromu 
  
distance odpočítané z BIONJ stromu 
Rattus N. Mus M. Macaca M. Homo S. Gallus G. Bos T. 
Rattus N.   0,1272 0,3764 0,3375 0,4915 0,2838 
Mus M.     0,3436 0,3047 0,4587 0,2509 
Macaca 
M. 
      0,046 0,4404 0,3372 
Homo S.         0,4015 0,2983 
Gallus G.           0,4523 
Bos T.             
Tyto matice jsem korelací srovnával ze základní maticí evolučních distancí a dostal jsem 
následující výsledky: 
Korelace původní distance a distancí z UPGMA stromu je 0,5854. 
Korelace původní distance a distancí z NJ stromu je 0,7070. 
Korelace původní distance a distancí z BIONJ stromu je 0,9433. 
Korelace distancí z UPGMA stromu a distancí z NJ stromu je 0,5903. 
Korelace distancí z UPGMA stromu a distancí z BIONJ stromu je 0,6252. 
Korelace distancí z BIONJ stromu a distancí z NJ stromu je 0,8250. 
A grafické srovnání těchto matic: 
 
Obr. 30 – Grafické srovnání fylogenetických stromů 
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Jak můžeme vidět z hodnot i z grafického znázornění, tak nejbližší původní matici distancí je 
matice odvozená ze stromu vytvořeného metodou BIONJ, poté NJ a nejméně UPGMA. 
2. Srovnání fylogenetických stromů pro sekvence hemoglobinu jednotlivých organismů 
s výpočtem evoluční distance pomocí metody Poissonova rozložení aminokyselin: 
 Vycházejme z matice evolučních distancí (Tab. 21). Z této matice byly vytvořeny 
fylogenetické stromy a z nich jsem následně odměřil distance, ze kterých jsem vytvořil následující 
matice. 
Tab. 25 - odpočítané distance z UPGMA stromu 2 
  
distance odpočítané z UPGMA stromu 
Rattus N. Mus M. Macaca M. Homo S. Gallus G. Bos T. 
Rattus N.   0,1715 0,0913 0,9347 0,6164 0,2583 
Mus M.     0,7306 0,1715 0,6860 0,3430 
Macaca 
M. 
      
0,0913 0,3654 0,1827 
Homo S.         0,3082 0,5167 
Gallus G.           0,6164 
Bos T.             
 
Tab. 26 – odpočítané distance z neighbor joining stromu 2 
  
distance odpočítané z NJ stromu 
Rattus N. Mus M. Macaca M. Homo S. Gallus G. Bos T. 
Rattus N.   1,0552 2,5436 2,2328 3,0203 2,9166 
Mus M.     2,8309 2,5201 3,3076 3,2039 
Macaca 
M. 
      1,3000 3,4737 3,3699 
Homo S.         3,1629 3,0591 
Gallus G.           1,2210 
Bos T.             
 
Tab. 27 – odpočítané distance z bio neighbor joining stromu 2 
  
distance odpočítané z BIONJ stromu 
Rattus N. Mus M. Macaca M. Homo S. Gallus G. Bos T. 
Rattus N.   1,0552 1,4512 0,9347 1,2155 1,0075 
Mus M.     1,7385 1,2220 1,5028 1,2948 
Macaca 
M. 
      1,4960 1,4584 1,4652 
Homo S.         1,2603 1,0524 
Gallus G.           1,2294 
Bos T.             
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Tyto matice jsem korelací srovnával ze základní maticí evolučních distancí a dostal jsem 
následující výsledky: 
Korelace původní distance a distancí z UPGMA stromu je 0,2879. 
Korelace původní distance a distancí z NJ stromu je 0,3828. 
Korelace původní distance a distancí z BIONJ stromu je 0,8282. 
Korelace distancí z UPGMA stromu a distancí z NJ stromu je 0,1309. 
Korelace distancí z UPGMA stromu a distancí z BIONJ stromu je 0,1016. 
Korelace distancí z BIONJ stromu a distancí z NJ stromu je 0,2343. 
A grafické srovnání těchto matic: 
 
Obr. 31 - Grafické srovnání fylogenetických stromů 2 
Jak už jsem uvažoval, zde bude docházet ke zkreslení jelikož se metoda výpočtu evolučních 
distancí metodou pomocí Poissonova rozložení aminokyselin příliš nehodí a neposkytuje dostatečně 
přesné výsledky. To můžeme pozorovat také na poklesu korelačních hodnot pod hodnotu 0,9, kterou 
můžeme považovat za hraniční pro relativně přesné vykreslení stromu a korespondenci stromu 
s původní distanční maticí. 
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3. Srovnání více stromů – pouze korelační hodnoty 
Tab. 28 – korelační hodnoty pro více fylogenetických stromů oproti původním hodnotám 
původní vs: UPGMA NJ BIONJ 
1 0,199699 0,6719 0,9912 
2 0,520555 0,6775 0,9876 
3 0,668759 0,7214 0,9242 
4 0,668116 0,7214 0,9301 
5 0,585357 0,7070 0,9332 
6 0,391422 0,2357 0,8469 
7 0,287901 0,3828 0,8282 
8 0,239801 0,4174 0,8203 
9 0,208845 0,4374 0,8240 
Jak můžeme vidět z několika korelací pro několik různých stromů největší shoda s původní 
maticí figuruje u stromu vytvořeného metodou BIONJ a nejmenší výsledky poskytuje metoda 
UPGMA. Metoda NJ je při korelačním srovnání distančních matic podstatně horší než BIONJ metoda. 
Jedná se ovšem o metodu s nezakořeněným stromem s principem minimální evoluce a jelikož má i 
vyšší korelační výsledky poskytuje přínosnější informace než metoda UPGMA, která má 
ultrametrickou strukturu a zanedbává reálnou délku větví od uzlu dále a strom je zakořeněný. 
I přes to ovšem metoda UPGMA může mít přínosné výsledky v některých případech a to 
zejména pokud nám jde jen o určení topologie stromu, jelikož ta vycházela jako korespondující 
s topologií stromů vytvořených pomocí metody BIONJ, a tak pokud nám nejde o přesné vykreslení 
stromu a to zejména ze sekvencí ve kterých neproběhlo mnoho změn ve stejné míře, je vhodné volit 
právě metodu UPGMA a to zejména z důvodu co nejmenší výpočetní zátěže. 
Metoda neighbor joining nám poskytuje nezakořeněný strom u kterého se podobnost 
s původní maticí pohybuje cca okolo 0,7 což už z hlediska přísnosti kritérií není moc přesné a navíc u 
výpočtů evolučních distancí z aminokyselinových řetězců metodami k tomu přizpůsobenými tato 
podobnost ještě klesá a tudíž je pro tyto evoluční distance nevhodná. U metod s gamma korekcí se tato 
podobnost dá právě ještě gamma parametrem ovlivnit, ale i tak výsledky jsou nepříznivé pro použití 
této metody. 
Ze všech nejvýhodnější a nejlepší metoda je bio neighbor joining. Pro evoluční distance 
vypočtené z nukleotidových řetězců vychází podobnost odvozených distancí téměř shodná a pro 
metody výpočtu evoluční distance z aminokyselinových řetězců je nepatrně klesá. Je ovšem mnohem 
více náročnější na výpočet než metoda neighbor joining kvůli přepočítávání odchylkové matice. Ale 
zejména pro delší sekvence s větší mírou změn je výhodné použít vždy metodu bio neighbor joining 
pro získání kvalitních výsledků i za cenu náročnějšího zpracování. Pokud nemáme takové požadavky 
na kvalitu stromu tak méně rozdílné sekvence můžeme využít metodu neighbor joining. 
Takže celkově nejpřesnější metodou je bio neighbor joining, i když má náročnější zátěž na 
výpočet. Metoda neighbor joining nám nepodává tak přesné výsledky jako bio neighbor joining, 
ovšem když nevyžadujeme velkou přesnost, ale například jen odhad stromu je vhodné použít metodu 
neighbor joining namísto bio neighbor joining a to zejména při srovnávání nukleotidových sekvencí 
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pro různé organismy. Navíc existuje celá řada modifikací pro tuto metodu, která výsledky ještě 
zpřesňuje, a které využívají různé metody a algoritmy, ovšem ani ty nejsou tak přesné jako metoda bio 
neighbor joining. Metodu UPGMA, dnes už prakticky nepoužívanou, lze použít pro jakékoliv 
sekvence a to spíše jen za účelem odhadnutí topologie výsledného stromu. Přesné výsledky od ní nelze 
v žádném případě očekávat pro srovnávání biologických dat. 
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20 Závěr 
Závěrem bych rád shrnul poznatky mého modelování metod výpočtu evoluční distance, jejího 
následného výpočtu pomocí mých skriptů a zda tyto výsledky odpovídají vymodelovaným situacím. 
Následně porovnání, ve kterém případě a kdy je výhodnější použít jakou metodu. Na toto zhodnocení 
metod výpočtu evoluční distance bude následovat zhodnocení metod konstrukce fylogenetických 
stromů naprogramovanými metodami, jejich porovnání a diskuze, kdy je vhodné jakou metodu 
konstrukce fylogenetických stromů použít. 
Z namodelovaných situací metod výpočtu evolučních distancí můžeme sledovat několik 
situací. Pro metody využívající řetězce nukleotidů jsem modeloval situace pro metody – p-distance, 
Jukes-Cantorův model, Kimurův model a Tamurův model. Všechny tyto modely pro velikost p-
distance <0,2 nám poskytují takřka totožné výsledky a tudíž se kvůli ulehčení výpočetní paměti 
nevyplatí využívat složitějších metod, ale stačí pouze využít jednoduchou p-distanci. Pro sekvence 
s rozdílnou délkou je poté vhodné využít model Jukese-Cantora, jelikož ve svém výpočtu nevyřazuje 
mezery v zarovnaných sekvencích a tudíž díky tomu nezkresluje výsledky. Pro podobně dlouhé 
sekvence je naopak vhodné využít víceparametrové modely. 
Dvouparametrový model Kimura a tří parametrový Tamura poskytují téměř shodné výsledky, 
obvzláště při hodnotě GC komplexu 0,5 jsou naprosto totožné, ale ještě přesnější, než tyto dvě metody 
je metoda Tumura-Neie, která pracuje s více vstupními parametry a poskytuje nejvěrohodnější 
výsledky výpočtu evoluční distance. Těmto všem premisám odpovídaly testy prováděné na stažených 
sekvencích. Při zadávání sekvencí do modelů je ale nutné brát zřetel na to, že v určité hodnotě p-
distance se výsledky modelů budou skládat z reálné a imaginární složky a tvořit komplexní čísla. Dál 
mohu zavést podmínky výběru jednotlivých metod dle parametru R, který odpovídá poměru trazicí a 
transverzí v zarovnaných sekvencích. 
Pro hodnoty p-distance menší než <0,05 tento parametr nehraje roli a volí se nejčastěji Jukes-
Cantorův model. Pro hodnoty p-distance <0,3 a R<2 je vhodný Kimurův model, díky srovnatelným 
výsledkům než Tamurův model, ale ne tak náročnému výpočtu. A pro vyšší hodnoty p-distance a 
vysoké R >> 2 je nejvhodnější zvolit metodu Tamura-Neie, jelikož v takových sekvencích míra změn 
nukleotidů značně nerovnoměrná. 
Jako metody pracující s řetězci aminokyselin jsem využil metody p-distance, Poissonova a 
Gamma rozložení aminokyselin a nakonec metodu Jukese-Cantora s gamma rozložením. Všechny tyto 
metody jsem opět nejprve modeloval a poté ověřil zda výsledky mnou naprogramovaných metod 
těmto modelům odpovídají. Stejně jako u nukleotidových modelů i zde do hodnoty p-distance <0,3 
není nutné využívat žádné z výše zmíněných složitějších metod, a poskytované výsledky budou téměř 
totožné. 
Jak metoda využívající poissonovo rozložení, tak i metoda využívající gamma rozložení 
pracují s hodnotou p-distance aminokyselinových řetězců. Ovšem u metody gamma rozložení závisí 
výsledky metody ještě navíc na hodnotě zadaného parametru gamma. Efektivní hodnoty pro tento 
parametr jsou z intervalu hodnot <0,65;3>. Mimo něj už zkreslují výsledky výpočtu distance. Čím 
menší tento rychlostní parametr bude, tím větší bude vycházet výsledná evoluční distance. Tyto 
situace modelu jsem při změnách gamma parametru v algoritmu metody sledoval a premisu tak 
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potvrdil. Standardně se pro metody výpočtu distance z aminokyselinových řetězců využívá metoda 
Jukes-Cantora s poissonovou korekcí, metoda Jukese-Cantora využívající aproximaci gamma 
rozložením se využívá, když potřebujeme brát v úvahu větší evoluční dobu a rychlost změn. 
Pro kodónové řetězce jsem využíval metodu Nei-Gojobori, pracující se synonymními a 
nesynonymními mutace v kodónovém řetězci díky nukleotidovým změnám v jednotlivých kodónech. 
Zde je ověřeno, že většina nukleotidových substitucí nemění smysl kodónů (synonymní mutace). 
Těmito metodami jsem vytvořil z reálných sekvencí, matice jejich párových distancí, které je 
konečně možné aplikovat na některou z metod konstrukce fylogenetických stromů. 
Ty jsem ve své práci naprogramoval tři – metodu UPGMA, metodu neighbor joining (NJ) a 
metodu bio neighbor joining. 
Jedná se o jednu metodu se zakořeněným ultrametrickým stromem (UPGMA) a dvě metody 
s nezakořeněným stromem s různými délkami větví ( neighbor joining a bio neighbor joining). Ze 
stromů vytvořených z vypočítaných distancí jsem zpětně odměřil distance odpovídající stromu a ty 
jsem srovnával korelační metodou s původní maticí distancí, ze které se stromy počítaly, za účelem 
zjištění efektivity metody konstrukce fylogenetického stromu. 
Metoda UPGMA evoluční distance průměruje, jak vyplývá z jejího názvu, a tudíž už dopředu 
lze říci, že výsledky poskytované touto metodou nebudou přesně odpovídat reálným distancím a 
reálnému fylogenetickému stromu. Tato premisa se potvrdila, ovšem i přesto má tato metoda své klady 
její použití je v určitých případech vhodné. Jelikož má ultrametrickou strukturu a zanedbává tak 
reálnou délku větví od uzlu a navíc hodnoty distancí průměruje, je vhodná v situacích kdy nám nejde 
ve výsledku o přesné vykreslení fylogenetického stromu, ale pouze o jeho topologii, protože výsledky 
poskytované touto metodou jsou velmi nepodobné výsledkům stromů vytvořených metodou bio 
neighbor joining, která nejvíce koreluje s reálnými distancemi a reálným fylogenetickým stromem. 
Ale pokud změn v sekvencích proběhlo velmi málo a tudíž jsou evoluční distance také velmi malé 
nepodává ani v takových případech dobré výsledky. Vhodná je například pro tvorbu jednoduchých 
fenogramů. 
Metoda neighbor joining využívá principu výběru páru nejbližších sousedů a minimální 
evoluce, tudíž se snaží vybrat výsledný strom takový aby součet délek všech jeho větví byl co 
nejmenší. Výsledky poskytované touto metodou ovšem až tak nekorespondovaly s původní maticí 
evolučních distancí, ovšem pokud zadané sekvence nebyly až tolik rozdílné, dají se výsledky této 
metody považovat za dostačující. Dále pro tuto metodu existuje celá řada modifikací, které její 
výsledky zpřesňují. Ty pracují na nejrůznějších principech. V práci je uvedena a rozepsána modifikace 
Studiera-Kepplera. 
Ovšem pokud nejsou kladeny důrazy na nenáročnost výpočtu je nejvhodnější použít metodu 
bio neighbor joining. Ta nepočítá jen s maticí distancí ale také s maticí odchylek těchto distancí a tudíž 
je více náročná na výpočetní paměť. Díky zpřísněnému výběru přes nejmenší odchylku nám tato 
metoda podává velmi přesné a stabilní výsledky a můžeme ji prohlásit je nejkvalitnější ze zde 
uvedených metod, což nám ostatně potvrdily i korelační analýzy mezi odměřenými matice distancí ze 
stromů a původními maticemi distancí. Zejména pro delší sekvence s větší mírou změn je výhodné 
použít vždy metodu bio neighbor joining pro získání kvalitních výsledků i za cenu náročnějšího 
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zpracování. Pokud nemáme takové požadavky na kvalitu stromu tak méně rozdílné sekvence můžeme 
využít metodu neighbor joining. 
Závěrem, kromě tohoto zhodnocení lze říci pro úspěšnou analýzu sekvencí a vykreslení jejich 
fylogenetických stromů je potřeba zvážit, která metoda výpočtu evoluční distance, a která metoda 
konstrukce fylogenetického stromu je pro nás nejvýhodnější a ty poté aplikovat.  
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